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В статье дана характеристика прибору биоанализатор Agilent 2100, описан его
принцип работы и указаны его преимущества по сравнению с электрофоре
тическим разделением фрагментов ДНК в агарозном геле. Обсуждаются воз
можности применения биоанализатора в работах по молекулярногенетичес
кому маркированию биологических (в частности ботанических) объектов.
Ключевые слова: биоанализатор, молекулярногенетическое маркирование,
RAPD и ISSR маркеры.
Введение. В настоящее время молекулярно–генетические маркеры широко применяются в филогенетических, популяционноге
нетических исследованиях, для изучения и сохранения биологических
(в том числе ботанических) коллекций, подтверждения генетической
уникальности новых сортов, защиты авторских прав селекционеров и
решения многих других задач [1]. Большая часть разработанных на
данный момент типов молекулярно–генетических маркеров (например
RAPD, ISSR, SSR, AFLP и многие другие) основана на использовании
ПЦР, иногда в совокупности с рестрикцией. При проведении молеку
лярно–генетического маркирования требуется разделение нескольких
(а иногда и многих) фрагментов ДНК с высоким разрешением и высо
кой точностью определения размера фрагмента. Однако классичес
кие методы электрофоретического разделения ДНК (в агарозном или
полиакриламидном гелях) не всегда отвечают этим требованиям. Кро
ме того, они требуют больших временных и трудовых затрат, а также
использования фотодокументирующих систем с последующей обра
боткой изображения с помощью специального программного обеспе
чения. Использование биоанализатора Agilent 2100 для разделения
ПЦРампликонов позволяет в значительной мере упростить и ускорить
данную процедуру, а также повысить точность и надежность получае
мых данных.
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Материалы и методы
Выделение ДНК из листьев клюквы
крупноплодной (Vaccinium macro
carpon Ait.) сортов Stevens (1), McFarlin
(2) и Pilgrim (3) проводилось CTAB ме
тодом, ПЦР ставилась на приборе
MasterCycler personal фирмы Eppen
dorf с праймерами OPA–04 (RAPD) и
UBC–808 (ISSR). За основу были взя
ты параметры и состав ПЦР смеси из
Debnath, 2007 [2]. RAPDампликоны
подвергались разделению путем элек
трофореза в 2% агарозном геле и на
биоанализаторе Agilent 2100 с исполь
зованием набора реактивов DNA 7500,
ISSR–ампликоны – только на биоана
лизаторе.
Электрофоретическое разделение
ДНК с помощью биоанализатора про
исходит в специальных пластиковых
чипах в системе капилляров, которые
при подготовке чипа заполняются ге
леобразующим раствором через соот
ветствующие ячейки. Данный раствор
содержит флуоресцентный краситель,
который связывается с ДНК до засты
вания геля, что необходимо для пос
ледующей детекции. В каждую из две
надцати рабочих ячеек, кроме пробы,
добавляется внутренний маркер –
фрагменты ДНК минимального и мак
симального размера (в случае исполь
зованного нами набора реактивов DNA
7500 это фрагменты длиной 50 и 10380
п.о.). Это позволяет сравнивать ре
зультаты разделения в разных капил
лярах. В отдельную ячейку добавляет
ся внешний маркер – смесь фрагмен
тов ДНК известной длины, позволяю
щий определять размеры фрагментов
ДНК в пробах. При работе прибора
поочереди происходит электрофоре
тическое разделение фрагментов в
каждом капилляре, начиная с внешне
го маркера. Легкие фрагменты ДНК
быстрее проходят через капилляр и,
соответственно, первыми проходят
мимо детектора. При этом детектор
фиксирует повышение уровня флуо
ресценции, что отображается в виде
пика на электрофореграмме (рис. 1).
Время появления пика определяется
размером фрагмента, а высота пика
зависит от концентрации данного
фрагмента ДНК в пробе.
Одновременно на основе получен
ных электрофореграмм создается
изображение, имитирующее электро
форез ДНК в агарозном или полиакри
ламидном геле. Таким образом, при
бор позволяет получить электрофо
реграммы для каждого образца; изоб
ражение, имитирующее разделение в
геле; а также таблицу, в которой при
ведены размер, массовая и молярная
концентрации для каждого из фикси
руемых фрагментов.
Результаты и обсуждение
Нами было проведено разделение
RAPD и ISSR ампликонов, полученных
для трех сортов клюквы крупноплод
ной, каждый из которых был представ
лен четырьмя различными формами
(итого двенадцать образцов) (рис. 2 и
3.). Из полученных нами данных по
разделению RAPDфрагментов видно,
что биоанализатор не уступает по сво
ей разрешающей способности 2 %
агарозному гелю в диапазоне длин
фрагментов от 50 до 1500 п.о. Фраг
менты, длина которых превышает 1500
п.о., с помощью использованного
нами набора реагентов разделяются
несколько хуже, чем при электрофоре
тическом разделении в агарозном
геле. Однако для нашей работы это не
является серьезным недостатком, так
как ПЦР–фрагменты длинее 1500 п.о.
обладают невысокой воспроизводи
мостью и поэтому, как правило, не учи
тываются при маркировании.
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Обладая высокой чувствительнос
тью детекции, биоанализатор спосо
бен фиксировать даже очень неболь
шие количества ДНК. Благодаря это
му в ячейку достаточно наносить все
го лишь 1 мкл ПЦР продукта, что в 10
раз меньше объема пробы, обычно
наносимого на агарозный электрофо
рез при последующем окрашивании
бромистым этидием.
Использование внутренних марке
ров позволяет легко сопоставлять ре
зультаты разделения разных проб и
точно определять, имеют ли два фраг
мента в разных пробах одинаковую или
различную длину. При разделении же
фрагментов в геле с этим могут возни
кать определенные трудности, связан
ные с неоднородностью геля, разной
напряженностью электрического поля
в разных точках и другими факторами.
При этом одинаковые фрагменты на
разных дорожках могут различаться по
своей подвижности.
Использование биоанализатора
позволяет значительно уменьшить
время, затрачиваемое на анализ, так
как, вопервых, само разделение 12
Рис. 1. Электрофореграмма и таблица с количественными данными, отражающие разделение ISSR–
фрагментов, полученных при амплификации ДНК клюквы сорта Пилгрим (Pilgrim). ИФ – интенсивность
флуоресценции (в условных единицах).
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проб занимает всего один час с учетом
подготовки чипа, что меньше, чем в
случае электрофореза в агарозном
геле, а вовторых, биоанализатор дает
возможность исключить такие этапы,
как фиксация и окрашивание геля, его
фотографирование и обработка полу
ченного изображения. А тот факт, что
интегрирование полученных электро
фореграм происходит по единым кри
териям для всех образцов, позволяет
устранить элемент субъективности
при оценке наличия того или иного
фрагмента.
Полученные данные могут быть
представлены не только в более при
вычном напоминающем изображение
геля виде, но и в виде электрофоре
граммы. В некоторых случаях это мо
жет оказаться более удобным: напри
мер, если сложно определить, пред
ставлен ли бенд одним фрагментом в
высокой концентрации или двумя
близкими по размеру фрагментами.
К тому же, программа позволяет срав
нивать электрофореграммы для раз
ных образцов путем наложения, а так
же автоматически рассчитывает раз
мер и концентрацию фрагментов ДНК.
Все это в значительной мере облегча
ет и ускоряет анализ полученных дан
ных.
Выводы
Биоанализатор Agilent 2100 являет
ся очень удобным инструментом при
проведении работ по молекуляноге
нетическому маркированию. Он по
зволяет быстро и с достаточно высо
ким разрешением разделять фрагмен
ты ДНК, а также автоматически прово
дит анализ полученных данных, фикси
руя наличие фрагментов и определяя
их размер и концентрацию.
Рис. 2. Пример разделения ISSRампликонов с помощью биоанализатора Agilent 2100
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Рис. 3. Сравнение разделения RAPDампликонов методом электрофореза в 2 % агарозном геле (верх
няя часть рисунка) и с помощью биоанализатора Agilent 2100 (нижняя часть рисунка)
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У статті дано характеристику приладу біо
аналізатор Agіlent 2100, описано його
принцип роботи й зазначено його перева
ги в порівнянні з електрофоретичним поді
лом фрагментів ДНК в агарозному гелі.
Обговорюються можливості застосування
біоаналізатора в роботах з молекулярно
генетичного маркування біологічних (зок
рема ботанічних) об’єктів.
Ключові слова: біоаналізатор, молекуляр
ногенетичне маркірування, RAPD і ІSSR
маркери.
APPLICATION OF BIOANALYZER AGILENT
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A characteristic to Bioanalyzer Agilent 2100
is given. Its operating principle is described
and its advantages are compaired with
agarose gel electrophoresis separation of
DNA fragments are mentioned. Possibilities
of using Bioanalyzer in studies involving
genetic fingerprinting is discussed.
Key words: Bioanalyzer, moleculargenetic
marking, RAPDand ISSRmarkers.
